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分 裂 中 期 的 CH0 细 胞 能 对 其 染色 体 
DNA 进行 切除 修补 吗 ? 
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以 中 国 仓鼠 细胞 CHO-K 为 材料 AAE SERE EE R E GE m 
胸 内 DD N 入 的 切除 修补 ， 没 有 得 到 足以 证 明 分 烈 中 期 细胞 对 其 染色 体 局 NA 进 
行 切 除 修补 的 可 营 证 据 。 此 结果 与 1977 年 Ikushima 所 报告 的 不 同 。 对 于 这 种 
修补 能 力 的 缺乏 ， 作 者 认为 应 考虑 到 的 原因 至 少 有 : CO 分 裂 中 期 染色 体 上 的 
DR 人 处 在 苛 度 紧密 的 状态 ， 难 于 进行 切除 修补 (2) 分 裂 中 期 细胞 中 担任 
DN A 修补 合成 的 多 到 性 B 的 活性 可 能 下 降 3 (3) 分 裂 中 期 细胞 的 核 膜 解体 。 
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E 18664E Mc Grath 和 Williams 发 现 大 肠 杆 菌 能 对 其 受 X 射 线 打 断 的 D N A dE 链 
进行 重 接 修 补 以 来 ， 许 多 工作 者 陆续 对 各 种 细菌 和 真 核 细胞 作 了 不 少 DN A 修补 问题 的 
研究 ， 取 得 了 多 方面 的 重大 进展 。 这 些 实验 结果 使 人 们 越 来 越 深刻 地 认 识 到 ， 细 胞 对 
DNAA 的 修补 作用 ， 在 生物 学 及 医学 上 具有 非常 重要 的 意义 。 

本 文 探讨 处 在 分 裂 中 期 的 哺乳 类 细胞 ， 能 否 对 其 染色 体 上 受 损 伤 的 DD N A 进行 切除 
修补 (excision repair) 的 问题 。1977 年 lkushima 首先 报告 ， 处 在 分 裂 中 期 的 中 国 仓 妃 
细胞 C HO， 会 对 其 受 党 外 线 损伤 的 染色 体 D N A 进行 切除 修补 ， 但 是 迄今 还 没有 见 到 
能 够 证 实 或 否定 的 新 报导 。 按 一 般 科学 惯例 ， 这 个 问题 是 不 能 说 已 有 定论 ， 还 需要 更 多 
的 工作 来 加 以 验证 。 


二 、 材 料 与 方法 


(1) 样品 制备 ， 由 我 院 遗 传 研 究 所 提供 的 中 国 仓鼠 细胞 CHO-K1， 在 199 培 养 
ik (加 小 牛 血清 20%)》 中 生长 两 或 三 天 ， 然 后 参考 >tubblefield Ff Klevecz (1965) 的 方 
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3 ile 6 5) Apu, BRE AAI (0.06 ng/ml) 的 培养 基 ， 在 37*C 继 续 保 温 两 小 
时 ， 使 更 多 细胞 被 强制 停留 在 分 裂 中 期 RTE AERE ACP a Bh 《每 分 
钟 约 180 UO ， 使 中 期 细胞 从 瓶 豆 上 赔 落 下 来 ， 可 行 到 20 妈 一 70 池 的 中 期 细胞 。 肝 合 秋 
水 仙 胺 的 P B S 洗 ， 并 制 成 细胞 匡 液 ， 每 上 毫升 含 细胞 约 10 个 。 

(2) 紫外 线 照 射 ， 每 样品 取 悬 液 3mi， 在 直径 6 mm BC s EE lE Pe PAX FO 
射 ， 每 照射 到 预定 时 间 的 一 半 ， 重 新 播 匀 一次， 然后 照 完全 程 。 照 射 源 是 北 东 灯泡 厂 制 
的 20 瓦 灭 菌 灯 ， 注 明 波长 为 2537 埃 ， 不 加 滤 光 器 ， 与 样品 重臣 45 cm", 

(3) 照 后 修补 保温 ， 限 后 离心 8 分 钟 (800 转 /分 ) , HRP RS, HARTE F 
A BK NER ，H-TaR (1 pei/ml.) 的 199 培养 基 中 ， BAIA, TE 37 心 保温 两 小 
时 。3”H-TaR 可 在 细胞 进行 切除 修补 时 挫 入 到 其 DD N AH, 

为 避免 网 胞 发 生 光 复活 作用 (photoreactivation) , [TSR SPER ACA, SE PR USE 
毕 止 ， 操 作 均 在 暗室 中 进行 。 

(4) 放射 自 显影 及 观察 ， 保 温 后 离心 收集 细胞 ， 用 预先 在 37*C 保 温 的 含 秋水 仙 胺 
的 199 培养 基 洗 两 次 ， 用 预先 在 37°C 保 温 的 1/4 浓度 的 PD S HR BAM On CAE 
每 次 清洗 和 处 理 后 均 进 行 离心 收集 ) JB 1: 3 的 冰 了 醋酸 一 甲醇 混合 液 固 定 ， 离心 收 
集 ， 涂 片 ， 在 空气 中 干燥 。 用 “ 核 4” 和 乳胶 涂 膜 ， 在 冰箱 中 曝光 三 天 ， 用 D1 在 18*C 显 
影 两 分 钟 ， 用 下 : 定 影 15 分 钟 ， 洗 兆 后 用 醋酸 地 衣 红 米色 。 用 油 镜 在 同一 张 片上 分 别 计数 
非 分 玖 纲 胞 核 中 和 中 期 细胞 染色 体 上 的 扫 粒 数 ! 每 组 观察 展开 ,应 晰 的 中 期 细胞 100 个 ， 
非 分 裂 细胞 200 个 。 


(1) 未 受 照 非 分 列 绸 胞 核 的 标记 情况 ， 图 1 sea, XN GED FED 
核 受 标记 的 百分数 曲线 右 方 上 升 ， 在 每 核 银 粒 150 个 以 上 之 处 出 现 高 峰 ， 还 有 少数 核 内 
扫 粒 密集 成 团 无 法 计数 ， 显 然 这 是 部 份 细胞 的 S 期 有 不 同 长 度 时 间 被 包括 在 保温 的 2 小 
时 之 内 的 结果 ， 反 映 DNANA 的 正常 复制 合成 。 在 每 核 6 一 60 个 银 粒 这 一 段 保 持 较 平稳 的 
Rite, AHR CFH28.9%) 的 细胞 核 未 见 标 记 银 粒 。 有 一 部 份 《平均 21,7%) 
细胞 核 内 银 粒 数 在 5 以 下 ， 佑 计 这 种 标记 主要 是 由 于 本 底 辐 射 、 乳 胶 质 量 以 及 细胞 在 保 
温 期 间 内 可 能 发 生 的 DN A 自然 转换 (turnover) MSH, FA “ARIK” ARR 
合适 。 

(2) 紫外 线 对 细胞 D NA 正常 复制 合成 的 抑制 作用 ， 从 图 1 可 以 见 到 ， 受 照射 各 
组 细胞 核 标记 比例 曲线 与 对 有 照 组 比较 起 来 ， 右 方 的 峰 都 由 150 以 上 银 粒 处 左 移 到 61 一 100 
个 银 粒 处 ， 且 未 见 银 粒 密集 成 团 的 细胞 核 ， 显 然 这 是 PN A 正常 复制 部 份 地 受 紫 外 线 抑 
制 的 结果 。 

(3》 非 分 异 细 胞 能 对 其 DN A 进行 切除 修补 ， 我 们 对 图 1 所 示 的 实验 结果 作 以 
Fat, (a 》 受 腿 各 组 中 不 受 标记 的 细胞 核 比例 数 下 降 ; 如 将 每 核 银 粒 数 为 0 和 1 ~ 


* 我 们 以 粗 路 的 方法 计算 ， 拂 量 率 可 能 为 40]/M2/ 分 ， 作 为 选择 网 射 时 间 的 参考 ， 
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小 光 颗粒 计数 /每 个 细胞 
图 1 ake R44 CHO-K , toe SE OP ee ug EH 
保温 两 小 时 后 的 ?日 -TaR 标 记 情况 


5 的 比例 数 加 在 一 起 ， 与 对 照 组 比较 ， 可 见 到 照射 后 此 有 段 的 总 比例 数 减 少 ， 显 然 这 部 分 
是 右 移 到 6 一 60 个 银 粒 的 一 段 中 去 。 照 射 5,0，2.5 及 1,25 分 钟 的 三 组 右 移 的 百分数 分 别 
J 27,3, 9.6£10.7, (b) 在 6 一 60 个 银 粒 的 一 段 中 ， 三 个 照射 组 的 比例 数 曲 线 都 比 
对 照 组 高 (P <0.01 ， 将 它们 减 去 此 段 内 对 照 组 的 本 底数 ， 剩 下 各 组 照 后 提高 的 数 ; 
再 分 别 减 去 可 能 代表 DNA 复制 合成 受 抑 的 堪 移 来 的 煞 *， 得 到 三 个 可 以 代表 切除 修补 
的 数 〈 它 们 恰 与 上 述 右 移 来 的 数 相等 ) 。 然 后 分 别 计算 这 些 可 代表 切除 修补 的 数 ， 在 该 
段 照 后 提高 的 数 中 所 占 比 例 辣 照射 5,0，2.5 1.25 分 钟 的 组 分 别 为 0,578，0.334 及 
0.708。 以 上 表明 非 分 裂 的 CHO-K: 细 胞 受 紫 外 线 有 照射 后 ， 确 有 切除 修补 能 力 。 

(4) 处 在 分 裂 中 期 的 细胞 对 其 染色 体 D N A 进行 切除 修补 的 能 力 近 于 没有 或 极其 
微弱 ， 观 察 中 期 细胞 是 计数 每 个 细胞 的 全 部 染色 体 { 含 DN A 量 4n) 上 的 银 粒 总 数 。 
从 表 1 可 以 见 到 ， 几 是 在 固定 之 前 的 实验 过 程 〈 包 括 照射 、 操 温 等 ) 被 秋水 仙 胺 约束 在 
中 期 的 细胞 ， 没 有 一 个 的 标记 和 银 粒 达到 11 个 以 上 。 这 一 点 与 其 对 照 组 是 相同 的 ， 而 与 受 
照射 的 非 分 裂 细 胞 〈 图 1 ) 比较 起 来 ，:H-TaR 的 挫 入 程度 你 得 多 。 

在 每 个 细胞 银 粒 数 为 1 一 5 个 和 6 一 10 个 的 两 “点 ”上 ， 受 服 的 中 期 细胞 比例 数 比 
对 照 组 的 多 。 将 各 种 不 同 剂 量 的 照射 组 的 细胞 放 在 一 起 ， 与 全 部 对 照 组 进行 比较 ， 则 在 
1 一 5 个 的 “点 ”上 的 差异 有 统计 学 显著 性 CP <0.025)，6 一 10 个 的 “点 ”上 尚未 得 
到 显著 性 (PP <0,1D)。 如 果 将 1 一 5 个 及 6 一 :10 个 银 粒 处 的 网 胞 百分数 放 在 一 起 进行 统 
计 处 理 ， 则 与 对 照 组 间 没 有 显著 性 差异 (P >>0.5) 。 


# 以 对 照 组 每 沪 虹 个 以 上 肉 莹 的 细 息 此 例 总 数 ， 分 别 减 去 各 风 和 对 组 同一 段 的 钮 胞 上 比 策 总 数 即 得 ， 
** EUS1, RASAURETAN, ASK, DH, RASHEBKA, AUREI WHEL, Oj 
表明 切 陈锋 补 及 堪 移 的 醒 者 都 有 。 : 
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表 1 处 在 分 裂 中 期 的 C HO~K ;细胞 受 紫 外 线 照 射 并 保温 两 小 时 
后 的 *H-TaR 标 记 情况 
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XAR 标记 的 中 期 细 mou o» M | 
Xx RR s -一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 | 观 宕 细胞 总 数 
有 时间 OR, ps | 1—8 | 6— 14 T n 
| 300 11.5 | TM | 9.0 | 0 200 
A : i 
0 41.0 58.5 | z5 | n.» | 200 
| 150 5.0 | 84.5 | 10.5 0 | 209 
B 
| 4 30.0 | 64.0 6.0 D | 200 
| 75 21.0 | | 14.5 | 4.8 | 4 | 290 
C . 
| 9 | 23.0 65.5 | $8 ; 0 500 
| s8 | — 225 75.3 12 jt 400 
D : 
6 27.8 | 72.2 6 0 | 400 
" (NR F E 
| m St | 15.25214.59 | 78,458,065 — 6,9053.400 0 1,000 
平均 杏 分 数 
| R HERE | 82.95+9.90 64.58 + 11.31 | 2.56£1.68 | a 1,000 








a. HEA HNR A Se b. p<0.025 c. P>0.1 


以 上 表明 ， 处 在 分 裂 中 期 的 细胞 几乎 没有 对 其 染色 体 D N A 进行 切除 修补 的 能 力 ， 
如 果 有 ， 也 是 极其 微弱 的 。 


四 、 讨 ide 


Ikushima 所 报导 的 处 在 分 以 中 期 的 CHC 细 苞 ， 对 其 染色 体 上 受 紫 外 线 损伤 的 DNA 
的 切除 修补 能 力 是 相当 大 的 ， 在 每 条 最 大 的 染色 体 上 可 以 见 到 的 平均 银 粒 数 就 有 5.12 
颗 ， 次 大 的 染色 体 有 3.72 颗 , 小 的 染色 体 有 0.86 颗 , 不 照射 的 对 照 组 则 没有 明显 的 银 粒 ! 
我 们 在 分 裂 中 期 的 CHO-K, 细胞 上 所 见 的 结果 与 此 则 很 不 相同 ， 切除 修补 能 力 极 微弱 
或 几乎 没有 。 要 追究 其 原因 我 们 认为 至 少 可 以 从 以 下 三 个 方面 来 考虑 ， 

(1) 分 裂 中 期 染色 体 上 的 DN A 是 处 在 高 度 紧密 的 状态 ， 难 于 进行 切除 收 补 。 

(2) 分 裂 中 期 细胞 的 DNA Z RB 的 活性 可 能 较 低 ， 据 一 些 文献 报导 (Keir 
ct al. 1977, Hübscher et al 1978) ， 哺 乳 类 细胞 中 的 DN AZRE N EON ANRE 
补 过 程 中 进行 期 外 合成 的 主要 酶 ， 虽 然 一 般 认 为 它 在 细胞 内 的 活性 是 较 为 稳定 的 ， 但 
1975 年 Ooka 和 Dailiie 用 同步 化 的 民 B 细 了 胞 进行 实验 的 结果 却 表明 自 S 期 中 段 至 下 一 个 
G ;期 之 间 ， 其 活性 是 连续 下 降 的 。 

(3) 分 发 中 期 核 膜 解 体 ， 分 裂 中 期 的 细胞 没有 核 膜 。 虽 然 我 们 还 没有 见 到 关于 真 
HAWER D NA 修补 过 程 中 起 什么 作用 的 报导 。 但 是 根据 细菌 上 的 研究 结果 ， 我 们 
认为 目前 不 能 排除 核 膜 解体 对 真 核 细胞 DN A 修补 作用 的 可 能 影响 。Jacob 指 di, Ag 
染色 体 与 其 质 膜 之 间 有 一 个 接触 点 ， 该 处 存在 有 复制 所 需 的 酶 ，DNA 在 该 处 复制 。 
Myecs ee, SARI Bir 受 X 射 线 照 射 时 ， 如 果 质 膜 受到 敏 化 剂 产 生 的 硕 原 子 自由 
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有 许多 接触 点 ，(Franke 1977, Zbarsky, 19780, JR4 X TDN A 复制 时 是 理由 接触 点 
开始 的 问题 尚 有 争论 ， 但 核 膜 与 D ABER ANR REE EA BAR, 
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COULD CHO CELL IN METAPHASE FULFIL THE 
EXCISION REPAIR ON ITS CHROMOSOMAL DNA? 


Jia Xianli, Zheng Decun and Chen Que 


CGnstilute of Biophysics, Academia Sinica, Beijing, China) 


CHO-K, cells were blocked at metaphase by colcemid, UV-irradaited, 
incubated in medium 199 containing ?H-T4R and colccmid, and then observed 
by autoradiography. The authors found no convincing evidences to prove that 
the excision repair occurs in the DNA of metaphase chromosomes. This result 
is different from that of Ikushima (1977, Exp. Cell Res., 108, 444). The pos- 
sible causes related to such repair deficiency were sugyesicd as follows, (1) High 
condensation of the DNA in metaphase chromosome:, (2) low activity of DNA 
polymerace B (which is known as the main repair polymerase), and (3) disin- 


tegration of nuclear envelope during metaphase. 


The previous spelling was Chen Chuwoo 





